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Abstract 



A process for the device configuration of confocal microscopes, preferably of laser scanning 
microscopes is disclosed, in which laser light with one or more spectral lines is generated and 
directed on a specimen which contains a fluorescent dye or on which a fluorescent dye has 
been applied. In this connection, the excitation wavelengths and the emission wavelengths of 
different fluorescent dyes are recorded in separate data records and these data records are 
stored in a data storage. The laser spectra which are adjustable with the microscope and which 
are to be directed onto the specimen and the transmission spectra which can be achieved with 
the provided filters are likewise recorded in data records and these data records are stored. 
Presets for the configuration of the microscope are determined from a computational linking of 
these data records 
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(3) Verfahren und Anordnung zur Geratekonfiguration von konfokalen Mikroskopen 

(57) Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Gerate- 
konfiguration von konfokalen Mikroskopen, vorzugswei- 
se von Laser-Scan-Mikroskopen, bei denen Laserlicht mit 
einer oder mehreren Spektrallinien erzeugt und auf eine 
Probe (16) gerichtet wird, die einen Fluoreszenzfarbstoff 
fc enthalt oder auf die ein Fluoreszenzfarbstoff aufgebracht 
ist. 

Dabei werden die Excitationswellenlangen und die Emis- 
sionswellenlangen verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe 
in getrennten Datensatzen erfafct und diese in einem Da- 
tenspeicher (34) abgelegt. Ebenso werden die mit dem 
Mikroskop einstellbaren Laserspektren, die auf die Probe 
(16) zu richten sind, und die mit den vorhandenen Filtern 
erzielbaren Transmissionsspektren in Datensatzen erfafct 
und diese Datensatze gespeichert. 

Aus einer rechnerischen Verknupfung dieser Datensatze 
werden Vorgaben fur die Konfiguration des Mikroskops 
ermtttelt. 
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Beschreibung 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Gerate- 
kon figuration von konfokalen Mikroskopen, vorzugsweise 
von Laser-Scan-Mi kroskopen, bei denen Laserlicht mit ei- 
ner oder mehreren Spektrallinien erzeugt und auf eine Probe 
gerichtet wird, die einen Fluoreszenzfarbstoff enthalt oder 
auf die ein Fluoreszenzfarbstoff aufgebracht ist, wobei das 
von der Probe reflektierte und/oder emittierte Licht einer 
Bildauswertung zugrunde gelegt und die Qualitat der Bild- 
auswertung beeinfluBt wird, indem Filter oder Filterkombi- 
naticnen in den Mikroskopstrahlengang eingebracht wer- 
den, die der Emissions welienlange des Fluoreszenzfarbstof- 
fes entsprechen. Die Erfindung bezieht sich weiterhin auf 
eine Anordnung zur Durchfuhrung dieses Verfahrens. 

Die Konfokalmikroskopie bietet als spezielle Weiterent- 
wicklung der Lichtmikroskopie die Moglichkeit, nicht nur 
Mikrostrukturen hoher aufzuldsen, sondem diese auch in 
der Z-Koordinate des Raumes abzubilden und zu vermes- 
sen. Das hat dazu gefuhrt, daB neben den klassischen Kon- 
trastierverfahren Hellfeld, Phasenkontrast und Interferenz- 
kontrast zunehmend die Fluoreszenztechnik in den Mittel- 
punkt des Interesses des optischen Feingeratebaues und der 
Wissenschaft geruckt ist. 

Bei der Fluoreszenztechnik wird davon ausgegangen, daB 25 
unterschiedliche Fluorochrome, deren Anregungs- und 
Ernissionswellenlangen in verschiedenen spektraien Ban- 
dem liegen, die Darstellung von Strukturen gleichzeitig in 
mehreren Farben erlauben. So konnen in Abhangigkeit von 
den spektraien Eigenschaften verschiedener Farbsloflmole- 30 
kiile neben morphologiscjien Informationen auch Aussagen 
uber physiologische Parameter gewonnen werden. 

Wird das Konfokalmikroskop fur fiuorometrische Verfah- 
ren genutzt, lassen sich Aufschlusse uber Veranderungen der 
Konzentration von Ionen und Molekulen ableiten. Dabei 35 
sind auch Indikatoren von Bedeutung, die zusatzlich zur In- 
tensitatsabhangigkeit eine Verschiebung des Anregungs- 
oder Emissionsspektrums zeigen und insofem eine Quantifl- 
zierung von Ionenkonzentrationen ermoglichen. Als Be- 
leuchtungsquellen werden einzelne Laser mit jeweils einer 40 
Welienlange oder auch M Multi-Line"-Mischgaslaser mit 
mehreren nutzbaren Wellenlangen verwendet. 

Eine derartige Verfahrensweise einschlieBlich der zuge- 
horigen Geratetechnik ist in den "Mitteilungen fiir Wissen- 
schaft und Technik", Band II, Nr. 1, Seiten 9-19, Juni 1995 45 
beschrieben. Hier ist ausfiihrlich dargelegt, daB entspre- 
chend den im Beleuchtungspfad durchgefuhrten MaBnah- 
men zur punktgenauen Objektbeleuchtung mit verschiede- 
nen Anregungswellenlangen in umgekehrter Richtung auch 
das Design des Detektionssystems der Emissionswellen- 50 
lange angepaBt sein muB. Dabei kommt es darauf an, die 
spektral unterschiedlichen Infonnationen ausgenau demsel- 
ben Bereich einer Probe zu detektieren und diese pixelgenau 
zu registrieren und fiir die Bildauswertung bereit zustellen. 
Nur dadurch ist die Aufnahme von 3D-Datensalzen mog- 55 
lich, die z. B. eine zuverlassige Zuordnung von raumlichen 
Zell- oder Gewebestrukturen innerhalb der Mikroarchitek- 
tur oder die Lokalisation rnehrerer Genorte in Chromoso- 
men erlauben. 

Fiir sequenzielle Detektionen, beispielsweise bei der Aus- 60 
wertung von Reflexionen und emittierter Strahlung beim 
Fluoreszenzverfahren, werden als Anregungsstrahlteiler im 
konfokalen Strahlengang Neutralteiler und einfachdichroiti- 
sche Teilerspiegel verwendet, wobei ein Teilerwechsel zwi- 
schcn aufcinandcrfolgcndcn Aufnahmcn crfordcriich ist. 65 
Zur Bcgrenzung der dctektierten Emissionsbander werden 
beispielsweise Sperrfilier genutzt, wobei wahlweise Lang- 
pass- und Bandpassfiltcr zur Fcinabstinunung der spektraien 
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Trennung eingesetzt werden konnen. 

Alle Filterkomponenten sind dabei in motorisierten Fil- 
terradern montiert und stehen bei entsprechender Ansteue- 
rung durch Austausch gegeneinander bereit. 
5 Die Aufzweigung des Emissionslichtes in mehrere Detek- 
tionskanale hat zwar den Vorteil, daB fiir alle Detektoren Be- 
leuchtung- und Detektionslochblenden exakt konfokal an- 
geordnet sind, jedoch erhoht sich mit der Anzahl der Detek- 
tionskanaie die Anzahl der moglichen Filterkombinationen. 
to Das hat zur Folge, daB ein Anwender des Konfokalmikro- 
skops von einem Fluoreszenzfarbstoff exakt die A'nregungs- 
und Emissionswellenlange kennen muB, um mit dem Mi- 
kroskop ein Bild der Probe bzw. das Bild einer ausgewahl- 
ten Ebene der Probe erstellen zu konnen. 
15 Die Erfindung nutzt beispielsweise den Etfekt, demzu- 
folge die mit der Anregungswellenlange in den Farbstoff 
eingestrahlte Energie in der Folge in eine Welienlange nied- 
rigerer Energie transformiert und wieder vom Farbstoff ab- 
gestrahlt wird. Dabei gelangen die Emissionsphotonen uber 
20 die bereits beschriebenen Spiegel, Filter und Farbteiler in 
den jeweiligen Detektionskanal und dort zu einem Photo- 
Multiplier (PMT), der sie detektiert, registriert und einer 
Bildverarbeitung zur VerfUgung stellt. 

Dabei ist der Weg, den jedes Photon von der Probe zu ei- 
nem der Detektoren nimmt, von der Gerateeinstellung ab- 
hangig, die der Anwender gewahlt hat. So ist es aufgrund 
des subjektiven Einflusses moglich, daB der mit der gewahl- 
ten Geratekonfiguration fiir die Photonen vorgegebene Weg 
richtig, ungunstig oder falsch sein kann. 

Eine richtige Einslellung der Geriilekonnguration ist dann 
gegeben, wenn Laserlicht mit einer spektraien Zusammen- 
setzung gewahlt wurde, die der Anregungsstrahlung fur ei- 
nen in der Probe enthaltenen Farbstoff entspricht, und wenn 
emissionsseitig die Farbteiler und Filter in den Mikroskop- 
strahlengang eingeschwenkt worden sind, deren Transmissi- 
onsspektrum der Emissionswellenlange des Farbstoffes ent- 
spricht. 

Eine ungunstige, d. h. zwar funktionsfahige, aber nicht 
optimale Einstellung ist beispielsweise dann gegeben, wenn 
eine Laserkonfiguration gewahlt wurde, die zwar der Anre- 
gungsstrahlung des Farbstoffes entspricht, jedoch Farbteiler 
oder Filter in den Emissionsstrahlengang eingeschwenkt 
worden sind, die nur fur einen Teil des Emissionsspektrums 
durchlassig sind. Die Folge ist, daB den jeweiligen Detektor 
nur schwachere Signale als optimal moglich erreichen. Ei- 
nen ahnlichen Effekt hat die Auswahl einer Laserwellen- 
lange, die nicht exakt der Anregungswellenlange des ge- 
wahlten Farbstoffes entspricht. 

Eine ganz und gar falsche Einstellung ergibt sich dann, 
wenn entweder anregungsseitig ein falscher Laser und/oder 
auf der Emissionsseite eine Spiegel- oder Filterkombi nation 
mit Transmissionsspektrum neben dem Emissionsspektrum 
gewahlt worden ist. Das hat zur Folge, daB das gesamte Sy- 
stem kein Bild erzeugen kann. 

Davon ausgehend liegt der Erfindung die Aufgabe zu- 
grunde ein Verfahren der vorbeschriebenen Art derart wei- 
terzubilden, daB fiir den Anwender ohne Vorkennlnisse der 
optischen Zusammenhange bei geringem Zeitaufwand die 
Einstellung einer optimalen Geratekonfiguration fur einen 
ausgewahlten Farbstoff moglich ist. 

ErflndungsgeinaB wird die Aufgabe dadurch gelost, daB 
die Excitationswellenlangen und die Ernissionswellenlan- 
gen verschiedener Fluoreszenzfarbstorfe in getrennten Da- 
tensatzen erfaBt und diese in einem Datenspeicher abgelegt 
werden. Ebcnso werden die mit dem Mikroskop cinstcliba- 
rcn Laserspektren, die auf die Probe zu richten sind, und die 
mit den vorhandenen Filtern und/oder Speklralteilern erzicl- 
barcn Transmis^ionsspektren in Datensiitzen erfaBt und 
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diese Datensatze gespeichert. 

ErfindungsgemaB werden aus einer rechnerischen Ver- 
knupfung dieser Datensatze Vorgaben fiir die Konfiguration 
des Mikroskops ermittelt, indem durch die Verknupfung des 
Datensatzes fur die Excitationswellenlange eines vorgege- 
benen Fluoreszenzfarbstorfes mil alien auswahlbaren Laser- 
spektren mindestens ein Laserspektrum ausgewahlt wird, 
das der Excitationswellenlange des vorgegebenen Fluores- 
zenzfarbstoffes entspricht. In dieser Weise wird auch durch 
Verknupfung der Daten fiir die Emissionswellenlange dieses 
Fluoreszenzfarbstoffes mit den Daten der moglichen Filter- 
kombinationen das Transmissionsspektrum ermittelt, wel- 
ches der Emissionswellenlange des vorgegebenen Fluores- 
zenzfarbstoffes entspricht. 

Darnit wird das aus dem Stand der Technik bekannte sub- 
jektive Auswahlen von Laser- und Transmissionsspektren 
durch Verfahrensschritte ersetzt, die fur jeden Fluoreszenz- 
farbstoff, dessen Excitadons- und Ernissionswellenlangen in 
den betreffenden Datensatzen abgelegt sind, eine objektive 
Bestimmung und Vorgabederzugehorigen Mikroskopkon fi- 
guration ermoglichen. Daruber hinaus wird auf diese Weise 
nicht nur die optimale, sondem auch eine schnellere aufga- 
benbezogene Einstellung des Mikroskops erzielt, als dies 
bei einer manuellen Verfahrensweise der Fall sein kann. 

In einer Ausgestaltungsvariante der Erfindung werden die 
Excitationswellenlangen verschiedener Fluoreszenzfarb- 
stoffe in einem ersten Datensatz, die einstellbaren Laser- 
spektren in einem zweiten Datensatz, die Ernissionswellen- 
langen der Fluoreszenzfarbfoffe in einem dritten Datensatz 
und die einstellbaren Filler-Transmissionsspektren in einem 
vierten Datensatz erfaBt ynd gespeichert. 

Im Ergebnis der rechnerischen Verknupfung des ersten 
und des zweiten Datensatzes wird mindestens eine Einstell- 
konfiguration fur das Spektrum der Laserstrahlung ermittelt, 
die der Excitation we llenlange eines vorgegebenen Fluores- 
zenzfarbstoffes entspricht. In gleicher Weise wird im Ergeb- 
nis der rechnerischen Verknupfung des dritten und des vier- 
ten Datensatzes mindestens eine Einsteiikon figuration fur 
das Filter-Trans mi ssionsspektrum ermittelt, die der Emissi- 
onswellenlange des vorgegebenen Fluoreszenzfarbstoffes 
entspricht. 

Die einzelnen Datensatze konnen zu jeder Zeit erganzt 
bzw. berichtigt werden. Zwischen dem ersten und dritten 
Datensatz besteht insoweit eine Beziehung, als die gespei- 
cherten Daten uber die Excitationswellenlangen und die 45 
Ernissionswellenlangen jeweils demselben Fluoreszenz- 
farbstoff zuzuordnen sind und jeweils bei Aufruf des Fluo- 
reszenzfarbstoffes zwecks Verknupfung zur VerfUgung ste- 
hen. 

Eine sehr bevorzugte Ausgestaltung der Erfindung sieht 50 
vor, daB die Daten aller Datensatze jeweils als Kette von Bi- 
nardaten erfaBt werden und daB jeder Binarwert einer sol- 
chen Kette einem bestinimten Abschnitt AX in ein und dem- 
selben Wellenliingenbereich X[ bis X 2 zugeordnet wird. Da- 
bei wird ein Abschnitt AX iiumer dann durch einen Binar- 
wert "0" definiert, wenn die in diesem Abschnitt AX zu mes- 
sende Strahlungsintensitat unter einem Schwellwert y liegt. 
Andererseits wird ein Abschnitt AX, in dem die Strahlungs- 
intensitat Uber dem Schwellwert y liegt, mit einem Binar- 
wert "1" definiert. 

Fur die Daten eines zur Beleuchtung der Probe dienenden 
Laserspektruins bedeutet das, daB alle innerhalb des Wellen- 
langenbereiches X x bis X 2 liegenden Abschnitt AX mit einem 
Binarwert T bewertet werden, in denen die Laserstrahlung 
mit cincr Uber dem Schwellwert y licgenden Intensitat auf 65 
die Probe gestrahlt wird. Allen anderen AX innerhalb des 
Wellenlangenbereiches X, bis X 2 . bei denen die Intensitat 
unter dem Schwellwert y liegt, wird der Binarwert "0" zuge- 
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ordnct. 

Fur die Daten der Excitationswellenlangen der Fluores- 
zenzfarbstoffe bedeutet das, daB lediglich die AX innerhalb 
des Wellenlangenbereiches X x bis X 2 mit einem Binarwert 
"1" bewertet werden, bei denen die Intensitat des auf die 
Probe gerichteten Laserlichtes uber dem Schwellwert v 
liegt, bei dem mit Sicherheit eine Anregung des betreffen- 
den Fluoreszenzfarbstoffes erfolgt. Alle weiteren Teilberei- 
che AX, bei denen die Intensitat unter dem Schwellwert y 
liegt und insofern nicht mit Sicherheit zur Anregung aus- 
reicht, werden mit dem Binarwert "0" bewertet. 

Fur die Daten der Ernissionswellenlangen werden ledig- 
lich die AX des Wellenlangenbereiches X t bis X 2 mit "1" be- 
wertet, fur die bei angeregtem Farbstorf eine Intensitat zu 
messen ist, die uber dem Schwellwert y liegt. 

Bei der Bewertung von Filtern bzw. Filterkombinationen 
wird nur dem Teiibereich AX ein Binarwert "1" zugeordnet, 
fur den bei einer Strahlungsintensitat, die uber dem Schwell- 
wert y liegt, die betreffenden Filter bzw. Filterkombinatio- 
nen transparent sind. Dagegen werden alle anderen Teilbe- 
reiche AX mit dem Binarwert "0" bewertet. 

Mit dieser Art der Datenerfassung entstehen fur alle zu 
speichemden Informationen Binarwertketten aus einer stets 
gleich groBen Anzahl von Binarwerten. Innerhalb einer je- 
den Kette ist die Anzahl der nebeneinander liegenden Binar- 
werte " 1 " ein MaB fur die jeweilige Bandbreite. Der Ort ei- 
nes Binarwertes " 1 " bzw. mehrerer nebeneinander liegender 
Binarwerte " 1" ist ein MaB fur die Wellenlangen 

- die zur Anregung des Farbslofles geeignet sind (im 
ersten Datensatz Dl), 

- mit denen eine Strahlung auf die Probe trifft (im 
zweiten Datensatz D2), 

- mit denen eine Strahlung von der Probe emittiert 
wird (im dritten Datensatz D3) und 

- fur die ein Filter bzw. eine Filterkombination durch- 
lassig ist (im vierten Datensatz D4). 

Somit sind alle Binarwertketten dahingehend miteinander 
vergleichbar, ob die in ihnen enthaltenen Binarwerte "1" 
gleiche oder verschiedene Wellenlangen bzw. gleiche oder 
verschiedene Spektralbander reprasentieren. 

Wird beispielsweise die Binarwertkette der Excitations- 
wellenlange eines ausgewahlten Fluoreszenzfarbstoffes (er- 
ster Datensatz) mit der Binarwertkette einer ausgewahlten 
Einstellkonfiguration fiir ein Laserspektrum (zweiter Daten- 
satz) verglichen, so laBt sich aus den Orten der Binarwerte 
"V* in beiden Binarwertketten erkennen, ob die Bandbreite 
des Laserspektrums die Bandbreite des Excitationsspek- 
trums teilweise, vollstandig oder gar nicht uberdeckt. 

Fiir die Konfiguration des Mikroskops ist dann lediglich 
eine Zuordnung der Binarwertketten der beiden Datensatze 
sinnvoll, in denen sich die Orte der Binarwerte "1" minde- 
stens teilweise, nach Moglichkeit jedoch vollstandig uber- 
decken. 

Als Bewertungskriterium, ob ein Teiibereich AX mit ei- 
nem Binarwert "0" oder ein Binarwert "1" bewertet wird, 
dient die Strahlungsintensitat der auf die Probe treffenden 
Laserstrahlung, wobei bevorzugt der Schwellwert y bei 50% 
dieser Strahlungsintensitat vorgegeben wird. 

In einer besonders bevorzugten Ausgestaltung der Erfin- 
dung ist vorgesehen, daB der Wellenlangenbereich, der der 
Ennittlung aller Binarwertketten zugrunde zu legen ist, bei 
X,=300nm beginnt und bei X 2 =700nm endet. Weiterhin ist 
bevorzugt vorgeschen, daB jedern Binarwert "0" oder "1" cin 
Teiibereich AX zugeordnet wird, der einer Bandbreite von 
0.1 nm entspricht. 

Zur rechnerischen Auswahl eines geeigneten Laserspck- 



DE 198 29 944 A 1 



trums ist erfindungsgcmaB vorgesehen, daB die Binarwert- 
kette aus dein ersten Datensatz, die der Excitationswellen- 
lange eines vorgegebenen Fluoreszenzfarbstoffes entspricht, 
nacheinander mit alien Binarwertketten des zweiten Daten- 
salzes durch eine "AND M -Funktion logisch verknupft wird. 
Aus dieser Verknupfung entstehen wiederum Binarwertket- 
ten, von denen die Binarwertkette ermittelt und als Ergebnis 
registriert wird, in der die meisten nebeneinander liegenden 
Binarwerte "1" auftreten. Zur Konfiguration des Mikro- 
skops wird nun das Laserspektrum vorgegeben, dessen Bi- 
narwertkette (aus dem zweiten Datensatz) zu dem registrier- 
ten Ergebnis, d. h. zu der Ergebnis-Binarwertkette mit den 
meisten nebeneinander liegenden Binarwerten "1" getuhrt 
hat. 

Zur Auswahl eines geeigneten Filter-Transmissionsspek- 
trums wird die Binarwertkette aus dem dritten Datensatz, 
die der Emissionswellenlange des vorgegebenen Fluores- 
zenzfarbstoffes entspricht, nacheinander mit alien Binar- 
wertketten des vierten Datensatzes durch M AND"-Funktion 
verknupft. Auch hierbei entstehen im Ergebnis wieder Bi- 
narwertketten, von denen diejenigen ausgewahlt werden, in 
denen mindestens ein Binarwert "1" auftritt. Von diesen Bi- 
narwertketten wird diejenige bestimmt und als Ergebnis re- 
gistriert, bei der die meisten nebeneinander liegenden Binar- 
werte "1" auftreten. Zur Konfigurationseinstellung des Mi- 
kroskops wird nun die Filterkombination vorgegeben, deren 
Binarwertkette (aus dem vierten Datensatz) zu der regi- 
strierten Ergebnis-Binarwertkette getuhrt hat. 

Altemativ zur Erfassung der Daten in Form von Binar- 
wertketten und zur Enniulung einer oplimalen Konfigura- 
tion des Mikroskops durch M AND"-Verknupfung dieser Bi- 
narwertketten ist es denkbar, analog zur Berechnung von 
Schwingkreisen in der Elektrotechnik das Laserlicht mit ei- 
ner diskreten Wellenlange als EingangsgroBe fur einen 
Schwingkreis zu werten. Dabei konnen die Filter beispiels- 
weise durch RC-Glieder simuliert werden. Durch Variatio- 
nen von R (dem "Widerstandswert") und C (der "Kapazitat") 
wird die Qualitat einer Fotoemission fur jede Konfiguration 
des Laser-Scan-Mikroskops errechnet und bewertet. Das Er- 
gebnis mit der hochsten Qualitat wird dann als Konfigura- 
tion fur die Gerateeinstellung vorgegeben. Auf diese Weise 
konnen alle Koinbinationen von Lichtwegen erfaBt und als 
Ergebnis die entsprechenden Filter bzw. Farbteiler in den 
Mikroskopstrahlengang eingeschwenkt werden. 

Die Aufgabe der Erfindung wird weiterhin gelost durch 
ein konfokales Lasennikroskop mit einem Lasermodul zur 
Erzeugung einer Laserstrahlung, die auf eine Probe mit min- 
destens einem Fluoreszenzfarbstoff gerichtet ist und deren 
Spektrum veranderbar ist und das uber Filter unterschiedli- 
cher Transmissionsspektren verfugt, die wahl weise in dem 
Strahlengang des von der Probe reflektierten und/oder emit- 
lierten Lichtes einschwenkbar sind. 

Dabei ist erfindungsgemaB vorgesehen, daB das Lasermo- 
dul und die Filter mit ansteuerbaren Stelleinrichtungen ver- 
bunden sind, daB ein Dalenspeicher fur Dalensalze von Ex- 
citations- und Emissionswellenlangen der Fluoreszenzfarb- 
stoffe, fiir einen Datensatz von verschiedenen einstellbaren 
Laserspektren und fur einen Datensatz von verschiedenen 
einstellbaren Transmissionsspektren vorgesehen ist und daB 
weiterhin eine Rechenschaltung zur Verknupfung dieserDa- 
tensatze vorhanden ist, deren Ausgang uber eine Ansteuer- 
einrichtung mit den Stelleinrichtungen verbunden ist. 

In der Rechenschaltung ist eine "AND"- Verknupfung der 
Daten fiir die Excitationswellenlangen mit den Daten der 
moglichcn Laserspektren und cine "AND M -Vcrkniipfung der 
Daten der Emissionswellenlangen mit den Daten der mogli- 
chen Transmissionsspektren vorgesehen. 

In Ausgestaltungen des crfindungsgemaBen Lasennikro- 
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skops kann das Lasermodul mehrere Ein- oder Mehrlinien- 
laser aufweisen, die separat ansteuerbar sind und/oder denen 
ein ansteuerbarer und durchstimmbarer Spektralfilter 
(AOTF) und/oder ein ansteuerbarer akusto-optischer Modu- 
lator (AOM) nachgeschaltet sind, die als Stelleinrichtungen 
dienen und durch deren Ansteuerung verschiedene Laser- 
spektren auswahlbar sind. 

Weiterhin ist vorgesehen, daB mehrere Linienfilter und/ 
oder Spektralteiler auf Filterra'dern angeordnet und durch 
Drehung dieser Rader gegeneinander austauschbar sind. 

Die Erfindung soli nachfolgend an Hand eines Ausfuh- 
mngsbeispieles naher erlautert werden. In den zugehorigen 
Zeichnungen zeigen 

Fig. 1 ein Beispiel fur die Bandbreite einer auf die Probe 
gerichteten Laserstrahlung einschlieBlich der zugehorigen 
Binarwertkette, 

Fig. 2 das Beispiel einer Binarwertkette fiir einen ausge- 
wahlten Fluoreszenzfarbstoff sowohl fur die Excitations- 
wellenlange als auch fur die Emissionswellenlange, 

Fig. 3 ein Beispiel fur das Transmissionsspektrum eines 
Filters mit zugehoriger Binarwertkette, 

Fig. 4 ein Beispiel fur die logische Verknupfung der 
Spektren aus Fig. 1 und Fig. 2, 

Fig. 5 ein Beispiel fiir die logische Verknupfung der 
Spektren aus Fig. 2 und Fig. 3. 

Fig. 6 die prinzipielle Darstellung einer Mikroskopanord- 
nung zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens. 

In Fig. 1 ist ein Diagramm dargestellt, auf dessen Ab- 
szisse der Wellenlangenbereich X^OOnm bis X 2 =700nm 
abgeu-agen ist. DiesemBereich isl eine Binarwertkette zuge- 
ordnet, in der jeweils ein Binarwert "0" oder "1 " einem Teil- 
berei ch AX en t sprich t . 

Auf der Ordinate dieses Diagramms ist die Strahlungsin- 
tensitat in Prozent angegeben. Von den den einzelnen Teil- 
bereichen AX zugeordneten Binarwerten werden nur die Bi- 
narwerte mit "1" definiert, bei denen eine Strahlung vorhan- 
den ist und diese Strahlung eine Intensitat aufweist, die uber 
einen Schwellwert y hinausgeht, wobei der Schwellwert y 
mit 50% der auf die Probe treffenden Intensitat vorgegeben 
ist. 

Im Ausfuhrungsbeispiel handelt es sich urn die Strahlung 
eines Einlinienlasers mit einer Bandbreite, die einem Teilbe- 
reich AX entspricht, so daB hier lediglich ein Teilbereich AX 
mit dem Binarwert "1" zu bewerten ist. 

In Fig. 2 ist fur denselben Wellenlangenbereich X: bis X 2 
eine Bewertung der Excitations- und Emissionswellenlan- 
gen eines ausgewahlten, nicht naher bezeichneten Fluores- 
zenzfarbstoffes dargestellt. 

Hier ist ebenfalls jedem Teilbereich AX ein Binarwert "0" 
oder T zugeordnet. Die Teilbereiche AX, in denen die 
Strahlungsintensitat, die erforderlich ist, um den Farbstoff 
zur Fluoreszenz anzuregen, unter dem Schwellwert y liegt, 
wird dabei stets mit dem Binarwert "0" definiert, wahrend 
jeder Teilbereich AX, bei dem die zur Anregung des Farb- 
sloffes erforderliche Strahlungsintensitat uber dem Schwell- 
wert y liegt, mit einem Binarwert "1" bewertet wird. Die 
Anzahl der nebeneinander liegenden Binarwerte "1" ist da- 
bei ein MaB fur die Bandbreite, innerhalb derer, die vorgege- 
bene Strahlungsintensitat vorausgesetzt, eine Anregung des 
Fluoreszenzfarbstoffes moglich ist. 

Analog hierzu ist ebenfalls in Fig. 2 die Emissionsband- 
breite desselben Fluoreszenzfarbstoffes bewertet worden. 
Wie bei der Anregungsstrahlung ist auch hier die Anzahl der 
nebeneinanderliegenden Binarwerte M 1 die der Emissions- 
strahlung zugeordnet sind, cin MaB fur die Bandbreite der 
Emissionsstrahlung. 

In gleicher Weise ist in Fig. 3 das Transmissionsspektrum 
eines Filters, ebenfalls wieder fur denselben Wellenlangen- 
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bereich >.j bis \ 2 > dargestellt. Hier sind die Teilbcreiche AA. 
ink einem Binarwert T definiert, bei denen die Strahlung 
mit einer Intensitat den Filter passiert, die iiber dem 
Schwellwert y liegt. Die An2ahl der nebeneinander liegen- 
den Binarwerte "1° ist ein MaB fur die Filterbandbreite. 

In jedem dieser Diagramme nach den Fig. 1 bis Fig. 3 ent- 
spricht der Ort des ersten Binarwertes der Wellenlange 
A^OOnm, der Ort des letzten Binarwertes der Wellenlange 
X 2 =700nm. Da alle Binarwertketten die gleiche Anzahl Teil- 
bereiche AX haben, sind auch die Orte aller dazwischen lie- 
genden Binarwerte definiert, woraus sich die Vergleichbar- 
keit der Daten fur das Laserspektrum, fur die Excitations- 
und Emissionswellenlange eines Fluoreszenzfarbstoffes so- 
wie fur die Filtertransmissionsspektren ergibt. 

Ein Beispiel fur einen solchen Vergleich und die erfin- 
dungsgemSBe rechnerische Verknupfung der fur die einzel- 
nen Wellenlangen bzw. Einstellkonfigurationen gespeicher- 
ten Daten ist in Fig. 4 dargestellt. 

In Fig. 4 sind das Diagramm nach Fig. 1 und das Dia- 
gramm mit der Excitationswellenlange aus Fig. 2 uberein- 
ander gelegt. Unterhalb des Diagramms sind die zugehori- 
gen Binarwertketten aus Fig. 1 und Fig. 2 dargestellt und 
miteinander durch eine "ANDVFunktion verkntipft. Das Er- 
gebnis der Verknupfung ist ebenfalls eine Binarwertkette, 
die jedoch nur an den Positionen fiir Teilbereiche AX einen 
Binarwert "1" aufweist, fur die sowohl in der Binarwertkette 
nach Fig. 1 als auch in der Binarwertkette nach Fig. 2 ein 
Binarwert " 1 " definiert ist. 

Damit ist dem Ergebnis zu entnehmen, daG mit der ausge- 
wahllen Speklraleigenschafl der Laserstrahlung eine Anre- 
gung des vorgegebenen Fluoreszenzfarbstoffes bei ausrei- 
chender Strahlungsintensitat erfolgen kann. Diese Konfigu- 
ration wird zur Vorgabe vorgesehen, womit eine wesentliche 
Voraussetzung fur eine erfolgreiche Mikroskopie der Probe 
erfullt ist. 

Alle Einstellkonfigurationen im Hinblick auf Laserspek- 
tren, die iin Ergebnis der Verknupfung ihrer Binarwertkette 
mit der Binarwertkette eines Fluoreszenzfarbstoffes eine 
Kette ergeben, in der kein Binarwert "1" enthalten ist, sind 
fur die Konfiguration des Mikroskopes nicht geeigneL 

Fig. 5 zeigt die analoge Verfahrensweise bei der Ermitt- 
lung einer Einstellkonfiguration fiir ein Filter-Transmissi- 
onsspektrum, das auf die Emissionswellenlange eines Fluo- 
reszenzfarbstoffes nach Fig. 2 abgestimmt ist. Es ist zu er- 
kennen, daB die Verknupfung der Binardaten fiir das Emissi- 
onsspektrum eines ausgewahlten Farbstoffes mit den Binar- 
daten eines Filters A zum Ergebnis fiihrt, daB Filter A nicht 
geeignet ist, da in der als Ergebnis der Verknupfung darge- 
stellten Binarwertkette kein Binarwert "l" auftritt und somit 
die Emissionsstrahlung den Filter nicht passieren kann. An- 
ders dagegen bei der Verknupfung der Binardaten des aus- 
gewahlten Farbstoffes mit den Daten fur den Filter B; Die 
nebeneinanderliegenden Binarwerte "1" in der Ergebnis- 
kette der Verknupfung weisen aus, daB diese Konfiguration 
geeignet isl. 

In Fig. 6 ist beispielhaft ein konfokales Lasermikroskop 
zur Ausubung des erfindungsgemaBen Verfahrens darge- 
stellt. Darin ist ein Lascnnodul 1 vorgesehen, das mit den 
Lasem 2, 3 und 4 zur Erzeugung von Laseriicht der Wellen- 
langen 633 nm, 543 nm und 488 nm fiir den sichtbaren Be- 
reich ausgestattet ist. Die von den Lasern 2, 3 und 4 ausge- 
hende Strahlung wird iiber mehrere Strahlvereiniger 5, ein 
AOTF 6 und eine Faser 7 in eine Scan-Einrichlung 8 cinge- 
koppelt, die mit einer in den Koordinaten x und y strahlab- 
lcnkcndcn Einhcit 9 ausgestattet ist. 

In einem zvveitcn Lascnnodul 10 ist ein UV-Laser vorge- 
sehen. dessen Licht iiber ein AOTF 11 und eine Lichtieitfa- 
ser 12 in die Scan-Einrichtung 8 eingekoppelt wird. 
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In beiden Strahlengangen sind den Lichtleitfasern 7 und 
12 Kollimationsopdken 13 nachgeordnet, deren Abslande 
zum jeweiligen Faserende veranderbar sind und die zu die- 
sem Zweck mit einer ansteuerbaren Stelleinrichtung (zeich- 
nerisch nicht dargestellt) gekoppelt sind. 

Von der strahlablenkenden Einrichtung 9 wird die Laser- 
strahlung durch ein Scan-Objektiv 14 in den Strahlengang 
des vereinfacht dargestellten Mikroskops 15 eingekoppelt 
und hier auf eine Probe 16 gerichtet, die einen fluoreszieren- 
den Farbstoff enthalt oder auf die ein solcher Farbstoff auf- 
gebracht worden ist. Auf dem Weg zur Probe passiert die 
Laserstrahlung eine 1\ibuslinse 17, einen Strahlteiler 18 und 
das Mikroskopobjektiv 19. 

Das von dem jeweils beaufschlagten Ort der Probe reflek- 
tierte und/oder emittierte Licht gelangt durch das Mikro- 
skopobjekdv 19 zuriick zur strahlablenkenden Einrichtung 
9, passiert danach einen Strahlteiler 20 und wird mit Hilfe 
der Abbildungsoptik 21 nach Aufzweigung in mehrere De- 
tektionskanale 22 auf Photomultiplier 23 gerichtet, von de- 
nen jeweils einer einem der Detektionskanale 22 zugeordnet 
ist. Zum Zweck der Aufzweigung in die einzelnen Detekti- 
onskanale 22 wird das Licht beispielhaft von einem Um- 
lenkprisma 24 auf dichroitische Strahlteiler 25 gerichtet. In 
jedem Detektionskanal 22 sind sowohl in Richtung als auch 
senkrecht zur Strahlungsrichtung verstellbare und in ihren 
Durchmessern veranderbare Pinholes 26 sowie Emissions- 
filter 27 vorgesehen. 

Die Ausgange der Photomultiplier 23 ftihren zu den Si- 
gnaleingangen einer Auswerteschaltung 28, die ihrerseits 
mil einer Ansleuereinrichlung 29 verbunden ist. Die Aus- 
gange der Ansteuereinrichtung 29 sind mit den Signalein- 
gangen der Lasermodule 1 und 10 sowie mit Signaleingan- 
gen der Stelleinrichtungen zur Beeinflussung der Position 
von optischen Elementen bzw. Baugruppen, wie beispiels- 
weise der Position der Kollimationsoptiken 13, der Pinholes 
26 u. a. verbunden (im Detail nicht dargestellt). 

Beispielhaft ist die in die Scan-Einrichtung B eingekop- 
pelte Laserstrahlung durch einen Strahlteiler 3.0 verzweigt, 
wobei einer der Zweige auf einen optoelektronischen Emp- 
fanger 31 gerichtet ist, dem mehrere auf Filterradern ange- 
ordnete und durch Drehung der FilterrSder gegeneinander 
austauschbare Linienfilter 32 und ebenso gegeneinander 
austauschbare Neutralfilter 33 vorgeordnet sind. Der Aus- 
gang des Empfangers 31 liegt ebenfalls an einem Signalein- 
gang der Auswerteschaltung 28. Die Filterrader, auf denen 
die Linienfilter 32 und die Neutralfilter 33 angeordnet sind, 
sind mit Stelleinrichtungen gekoppelt, deren Steuereingange 
mit Signalausgangen der Ansteuereinrichtung 29 verbunden 
sind (zeichnerisch nicht dargestellt). 

Die Auswerteschaltung ist auBerdem mit einem Daten- 
speicher 34 verbunden, in welchem die Datensatze Dl bis 
D4 von Excitations- und Emissionswellenlangen verschie- 
dener Fluoreszenzfarbstoffe, von Laserspektren und von 
einstellbaren Transmissionsspektren in jeweils einem ge- 
sonderten Datensaiz abrufbar gespeichert sind. 

In der Auswerteschaltung 28 ist eine Rechenschaltung zu 
der weiter oben bereits dargestellten erfindungsgemaBen 
Verknupfung der Daten des ersten Datensatzes Dl mit dern 
zweiten Datensatz D2 und der Daten des dritten Datensatzes 
D3 mit dem vierten Datensatz D4 vorgesehen. Das jeweilige 
Rechenergebnis wird in der ebenfalls bereits beschriebenen 
Weise in Form von Stellbefehlen iiber die Ansteuereinrich- 
tung 29 an die beiden AOTF 6 und 11 sowie an die Stellein- 
richtungen, mit denen die Emissionsfilter 27 und beispiel- 
haft auch die in Lagc und Durchincsscr vcrandcrbarcn Pin- 
holes 26 verbunden sind. 
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Bezugszeichenliste 

I Lasermodul 
2-4 Laser 

5 Strahlvereiniger 5 
6AOTF 

7 Lichtleitfaser 

8 Scan-Einrichtung 

9 strahlablenkende Einrichtung 

10 Lasermodul 10 

II AOTF 

12 Fasern 

13 Kollimationsoptik 

14 Scanobjektiv 

15 Mikroskop 15 

16 Probe 

17 Tubuslinse 
18, 20 Strahlteiler 

19 Mikroskopobjektiv 

21 Abbildungsoptik 2t) 

22 Detektionskanale 

23 Photo-Multiplier (PMT) 

24 Umlenkprisma 

25 dichroitische Strahlteiler 

26 Pinholes zs 

27 Emissionsfilter 

28 Auswerteeinheit 

29 Ansteuereinrichtung 

30 Strahlteiler 

31 oploelektroniseher Ernpfanger 30 

32 Linienfilter 

33 Neutralfilter 

34 Datenspeicher 

Patentanspruche 35 

1. Verfahren zur Konfiguration eines konfokalen La- 
sermikroskops vor oder wahrend der Untersuchung ei- 
ner Probe, die mindestens einen Fluoreszenzfarbstoff 
enthalt oder auf die mindestens ein Fluoreszenzfarb- 40 
stoff aufgebracht ist, wobei ein Laserspektrum ausge- 
wahlt und auf die Probe gerichtet wird, das der Excita- 
tions wellenlange des jeweiligen Fluoreszenzfarbstof- 
fes entspricht und optische Filter zum Einschwenken in 
den Mikroskopstrahlengang ausgewahlt werden, deren 45 
Transmissionsspektren der Emissionswellenlange des 
Fluoreszenzfarbstoffes entsprechen, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Excitationswellenlangen und die 
Emissionswellenlangen verschiedener Fluoreszenz- 
farbstoffe, die einstellbaren Laserspektren und die ein- 50 
stellbaren Filter-Transmission sspektren in getrennten 
Datensatzen erfaBt und in einem Datenspeicher abge- 
legt werden und aus einer rechnerischen Verknupfun- 
gen derDatensatze Vorgaben fur die Konfiguration des 
Mikroskopes enniltelt werden. 55 
2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeich- 
net, daB die Excitationswellenlangen von Fluoreszenz- 
farbstoffen in einem ersten Datensatz (Dl), die einstell- 
baren Laserspektren in einem zweiten Datensatz (D2), 
die Emissionswellenlangen der FluoreszenzfarbstofFe 60 
in einem dritten Datensatz (D3) und die einstellbaren 
Filter-Transmissionsspektren in einem vierten Daten- 
satz (D4) erfaBt und gespeichert werden, 

- daB durch rechnerische Verknupfung des ersten 
und des zweiten Datcnsatzcs (D2) mindestens 65 
eine Einstellkonfiguration fur das Spektrum der 
Laserstrahlung enniltelt wird, die der Excitations- 
wellenlange eines vorgegebenen Fluoreszenzfarb- 



stoffes entspricht und 

- daB durch rechnerische Verknupfung des drit- 
ten und des vierten Datensatzes (D4) mindestens 
eine Einstellkonfiguration fur das Filter-Transrnis- 
sionsspektrum ennittelt wird, die der Emissions- 
wellenlange des vorgegebenen Fluoreszenzfarb- 
stoffes entspricht. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Daten aller Datensatze jeweiis als 
Kette von Binarwerten erfaBt werden und jeder Binar- 
wert einer Kette einem bestimmten Abschnitt AX eines 
Wellenlangenbereiches X { bis X 2 zugeordnet wird, wo- 
bei ein Binarwert "0" stets einem Abschnitt AX zuge- 
ordnet wird, bei dem eine vorgegebene Strahlungsin- 
tensitat unter einem Schwellwert y liegt und ein Binar- 
wert "1" stets einem Abschnitt AX zugeordnet wird, bei 
dem diese Strahlungsintensitat uber dem Schwellwert y 
liegt. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Strahlungsintensitat der auf die Probe tref- 
fenden Laserstrahlung zugrunde gelegt und der 
Schwellwert y bei 50% dieser Strahlungsintensitat vor- 
gegeben wird. 

5. Verfahren nach einem der vorgenannten Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Wellenlangenbereich 
Xi=300nm bis Xi-lOOnm betragt und jeder Binarwert 
einem AX=0,lnm entspricht. 

6. Verfahren nach einem der vorgenannten Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daB zur Auswahl eines Laser- 
speklrums 

- die Binarwertkette aus dem ersten Datensatz 
(Dl), die der Excitationswellenlange eines vorge- 
gebenen Fluoreszenzfarbstoff entspricht, nachein- 
ander mit alien Binarwertketten des zweiten Da- 
tensatzes (D2) durch eine "AND"-Funktion ver- 
knupft wird, 

- daB aus den dabei entstehenden Binarwertket- 
ten die Binarwertketten ermittelt werden, in denen 
mindestens einmal ein Binarwert "1" auftritt, 

- daB davon die Binarwertkette bestimmt und als 
Ergebnis registrien wird, in der die meisten ne- 
beneinanderliegenden Binarwerte "1" auftreten 
und 

- daB das Laserspektrum zur Konfiguration des 
Mikroskops vorgegeben wird, dessen Binarwert- 
kette zu dem registrierten Ergebnis gefuhrt hat. 

7. Verfahren nach einem der vorgenannten Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daB zur Auswahl eines Filter- 
Transmissionsspektrums 

- die Binarwertkette aus dem dritten Datensatz 
(D3), die der Emissionswellenlange eines vorge- 
gebenen Fluoreszenzfarbstoff entspricht, nachein- 
ander mit alien Binarwertketten des vierten Da- 
tensatzes (D4) durch eine "AND^-Funktion ver- 
kniipft wird, 

- daB aus den dabei entstehenden Binarwertket- 
ten die Binarwertketten ermittelt werden, bei de- 
nen mindestens ein Binarwert "1" auftritt, 

- daB davon die Binarwertkette bestimmt und als 
Ergebnis registriert wird, bei der die meisten ne- 
beneinanderliegenden Binarwerte "\ n auftreten 
und 

- daB das Filtertransmissionsspektrum zur Konfi- 
guration des Mikroskops vorgegeben wird, dessen 
Binarwertkette zu dem registrierten Ergebnis ge- 
fuhrt hat. 

8. Konfokales Lasennikroskop mit einem Lasermodul 
(1) zur Erzeugung einer Lasersl rah lung, die auf cine 
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Probe (16) mit mindestens einem Fluoreszenzfarbstoff 
gerichtet und deren Spektrum veranderbar ist und mit 
Filtern unterschiedlicher Transrnissionsspektren, die 
wahlweise in den Strahlengang des von der Probe (16) 
reflektierten und/oder emittierten Lichtes einschwenk- 5 
bar sind, dadurch gekennzeichnet, daB das Lasermodul 
(1) und die Filter mit ansteuerbaren Stelleinrichtungen 
verbunden sind, daB ein Datenspeicher (34) fur Daten- 
sStze (Dl, D2, D3, D4) von Excitations- und Emissi- 
onswellenlangen verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe, 10 
von Laserspektren und von einstellbaren Transrnissi- 
onsspektren vorgesehen ist und daB eine Rechenschal- 
tung zur Verknupfung der Datensatze vorhanden ist, 
deren Ausgang uber eine Ansteuereinrichtung (29) mit 
den Stelleinrichtungen verbunden ist. is 

9. Konfokales Lasermikroskop nach Anspruch 8, da- 
durch gekennzeichnet, daB in der Rechenschaltung 
eine Verknupfung der Datensatze der Exzitationswel- 
lenliingen mit den Datensatzen der einstellbaren Laser- 
spektren und eine Verknupfung der Datensatze der 20 
Emissionswellenlangen mit den Datensatzen der ein- 
stellbaren Transrnissionsspektren, jeweils nach einer 
"AND"-Funktion, vorgesehen sind. 

10. Konfokales Lasermikroskop nach Anspruch 8 oder 

9, dadurch gekennzeichnet, daB im Lasermodul (1) 2S 
mehrere Ein- oder Mehrlinienlaser (2, 3, 4) vorgesehen 
sind, denen ein abstimmbarer optischer Filter (6, 11) 
und/oder ein ansteuerbarer optischer Modulator zur 
Einstellung verschiedener Laserspektren nachgeschal- 
tet sind. 30 

11. Konfokales Lasermikroskop nach einem der An- 
spruche 8 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB mehrere 
auf Filterradem angeordnete und durch Drehung der 
Filterrader gegeneinander austauschbare Linienfilter 
und/oder mehrere auf Teilerradern angeordnete und 35 
durch Drehung der Teilerrader gegeneinander aus- 
tauschbare Spektralteiler vorgesehen sind, wobei die 
Filterrader und die Teilerrader jeweils mit elektro-me- 
chanisch ansteuerbaren Stelleinrichtungen gekoppelt 
sind. 40 
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This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 



Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 



□ REFERENCE(S) OR EXHEBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 
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LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 



